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(57) Abstract 



MIKROELEMENTENANORDNUNG, VERFAHREN ZUM KONTAKTIEREN VON IN EINER FLUSSIGEN 
UMGEBUNG BEFINDLICHEN ZELLEN UND VERFAHREN ZUM HERSTELLEN EINER MIKROELEMENTE- 
NANORDNUNG 




An array of microelements with a 
plurality of microelements e.g. micro- 
electrodes (2 1 ) arranged on a substrate 
(15,16) for the contacting of cells (31) 
in a liquid environment (30). Means of 
directing and/or scattering and/or me- 
chanical attraction of the cells (31) to 
the microelectrodes (21) are provided. 
Said means can exert a negative pres- 
sure force or a hydrodynamic force on 
the cells. Also disclosed is a method for 
contacting the cells (31) and a method 
for the production of the array of mi- 
croelements. 

(57) Zusammenfassung 

Eine Mikroelementenanordnung 
weist eine Vielzahl von auf einem 
Substrat (15, 16) angeordneten 
Mikroelementen, z.B. Mikroelektroden 
(21) zum Kontaktieren von in eincr 

fliissigen Umgebung (30) befindlichen Zellen (31) auf. Es sind Mittel zum Fiihren und/oder Vereinzeln und/oder mechanischen Anziehen 
der Zellen (31) an die Mikroelektroden (21) vorgesehen. Die Mittel kdnnen dabei eine Unterdmck-Kraft oder eine hydrodynamische 
Kraft auf die Zellen ausuben. Femer werden ein Verfahren zum Kontaktieren der Zellen (31) sowie ein Verfahren zum Herstellen der 
Mikroelementenanordnung beschrieben. 



J^3DCX;iD: <WO_ 



_982281SA1_L> 



LEDIGLICH ZUR INFORMATION 



Codes zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbogen der Schriften, die internationale Anmeldungen gemass dem 
PCX veroffentlichen. 



AL 


Albanien 


ES 


Spanien 


LS 


Lesotho 


SI 


Slowenien 


AM 


Armenien 


FI 


Finn land 


LT 


Litauen 


SK 


Slowakei 


AT 


Osterreich 


FR 


Frankreich 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


AU 


Australien 


GA 


Gabun 


LV 


Lettland 


SZ 


Swasiland 


AZ 


Ascrbaidschan 


GB 


Vereinigtes K6nigreich 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bosnien-Herzegowina 


GE 


Georgien 


MD 


Republik Moldau 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschikistan 


BE 


Beigien 


GN 


Guinea 


MK 


Die ehemalige jugoslawische 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Griechenland 




Republik Mazedonien 


TR 


Turkei 


BG 


Bulgarien 


HU 


Ungarn 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Irland 


MN 


Mongolei 


UA 


Ukraine 


BR 


Bras i lien 


IL 


Israel 


MR 


Mauretanien 


UG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Vereinigte Staaten von 


CA 


Kanada 


IT 


It ali en 


MX 


Mexiko 




Amerika 


CF 


Zentralafrikanische Republik 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


uz 


Usbekistan 


CG 


Kongo 


KE 


Kenia 


NL 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


CH 


Schweiz 


KG 


Kirgisistan 


NO 


Norwegen 


YU 


Jugoslawien 


CI 


C5te d'lvoire 


KP 


Demokratische Vol ks republik 


NZ 


Neuseeland 


ZW 


Zimbabwe 


CM 


Kanienin 




Korea 


PL 


Polen 






CN 


China 


KR 


Republik Korea 


PT 


Portugal 






CU 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


RO 


Rumanien 






CZ 


Tschechische Republik 


LC 


Si. Lucia 


RU 


Russische Federation 






DE 


Deut sen land 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


Danemark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Schwedcn 






EE 


Estland 


LR 


Liberia 


SG 


Singapur 







CID: <W0_9822819A1J_> 



WO 98/22819 



PCT/EP97/06285 



MIKROELEMENTENANORDNUNG, VERFAHREN ZUM KONTAKTIEREN VON IN EINER FLOSSIGEN 
UMGEBUNG B EFIN DLICHEN ZELLEN UND VERFAHREN ZUM HERSTELLEN EINER MIKROELEMENTE- 
NANORDNUNG 

Die Erf indung betrif ft eine Mikroelementenanordnung mit einer 
Vielzahl von auf einem Substrat angeordneten Mikroelementen 
'zum Kontaktieren von in einer flussigen, vorzugsweise biolo- 
gischen Umgebung befindlichen Zellen. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zum Kontaktieren 
von in einer flussigen, vorzugsweise biologischen Umgebung 
oberhalb eines Substrats befindlichen Zellen, bei dem ein Kontakt 
zwischen den Zellen und Mikroelementen hergestellt wird. 
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Die Erf indung betrif ft schlieElich ein Verfahren zum Herstellen 
einer Mikroelementenanordnung mit einer Vielzahl von Mikro- 
elektroden, bei dem die Mikroelemente auf einem Substrat 
angeordnet werden . 

Es ist bekannt, zum Untersuchen von biologischen Zellen soge- 
nannte Mikroelektrodenanordnungen einzusetzen. Die Mikro- 
elektrodenanordnungen dienen dabei z.B. zum Stimulieren der 
Zellen oder zum Ableiten von Potentialen. Die Untersuchungen 
konnen dabei in einer biologischen Umgebung durchgefuhrt werden 
oder auch in einer artiziellen Umgebung. Diese kann z.B. eine 
Suspension mit kunstlichen Vesikeln aus Lipiden sein, wobei 
in die Vesikelhulle Poren als Mode 11 system fur biologische Zellen 
eingebaut sind. Die Anordnungen umfassen hierzu auf einem 
Substrat eine Vielzahl von Mikroelektroden, deren Abmessungen 
etwa in der GroSenordnung der Zellen liegen, also im Bereich 
von einigen /im bis einige 10 jim. 

Aus der prioritatsalteren, jedoch nicht vorverof f entlichten 
deutschen Patentanmeldung P 195 29 371 ist eine derartige Mikro- 
elektrodenanordnung bekannt . 

Zur Messung der Bio- /Chemolumineszenz , z.B. als Reaktion auf 
chemische Reize (Noxen, Pharmaka) sowie zur Messung von Ande- 
rungen der Lichtabsorption durch einen solchen Reiz bei Verwen- 
dung einer Lichtguelle oberhalb der Zellen konnen licht- 
empfindliche Mikroelemente eingesetzt werden, z.B. Mikro- 
photodioden, die fur bestimmte Spektralbereiche empfindlich 
sind . 

Mikroelektroden, Mikrophotodioden und dgl . werden im Rahmen 
der vorliegenden Erf indung gesamthaft als "Mikroelemente " 
bezeichnet . 
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Bei Mikroelektrodenanordnungen herkommlicher Art sowie den damit 
ausgefuhrten Verfahren stellen sich unter anderem die folgenden 
Probleme : 

Wenn die Mikroelektrodenanordnung in Kontakt mit einer Suspen- 
sion, d.h. einer flussigen, z.b. einer biologischen Umgebung 
gebracht wird, in der sich Zellen befinden, ist man mehr Oder 
weniger auf den Zufall angewiesen, dafi die eine oder die andere 
Zelle sich auf einer bestimmten Elektrode niederlafit . In der 
Praxis lassen sich die Zellen im allgemeinen nur unter teilweiser 
Uberdeckung auf einer Elektrode nieder, so dafi die Stimulation 
der Zelle bzw. die Ableitung eines Zellpotentials auf diese 
Teilflache beschrankt ist. Bei einer Stimulation der Zelle geht 
dabei bspw. ein Teil der Stimulationsenergie in der als Elektro- 
lyt wirkenden Suspension verloren. 

Daruber hinaus sitzen die Zellen nur lose auf den Elektroden 
auf. Dies kann zu Problemen hinsichtlich des Abdichtwiderstandes 
zur Ref erenzelektrode fiihren. Daruber hinaus ist der Kontakt 
sehr empf indlich und wird bereits bei aufierst geringen mecha- 
nischen Beeinf lussungen wieder gestort, weil sich die Zelle 
vom Kontakt lost. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, eine Mikro- 
elementenanordnung, ein Verfahren zum Kontaktieren sowie ein 
Verfahren zum Herstellen einer derartigen Mikroelementenanordnung 
dahingehend weiterzubilden, daS die vorstehend genannten Probleme 
vermieden werden. Insbesondere soil es moglich werden, aus der 
fliissigen Umgebung gezielt einzelne Zellen in Kontakt mit den 
Mikroelementen zu bringen und dort einen guten Kontakt herzu- 
stellen. 
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Bei der eingangs genannten Mikroelementenanordnung wird diese 
Aufgabe erf indungsgemaS durch Mittel zum Fiihren und/oder 
Vereinzeln und/oder mechanischen Anziehen der Zellen an die 
Mikroelementen gelost . 

Bei dem eingangs zunachst genannten Verfahren zum Kontaktieren 
wird die Aufgabe erf indungsgemaS dadurch gelost, da£ eine 
Fiihrungs- und/oder Anziehungskraf t zwischen den Zellen und den 
Mikroelementen bzw. dem Substrat erzeugt wird. 

SchlieSlich wird bei dem eingangs als zweites genannten Verfahren 
zum Herstellen einer Mikroelementenanordnung die Aufgabe 
erf indungsgemaS dadurch gelost, daS das Substrat mindestens 
aus einer Grundplatte und einer dariiberliegenden Deckplatte 
hergestellt wird. 

Die zugrundeliegende Aufgabe wird vollkommen gelost. 

Dadurch, da£ die Zellen mechanisch an die Mikroelemente angezogen 
werden, ergeben sich namlich zwei Vorteile: 

Solange die Zellen sich noch frei in der flussigen Umgebung 
befinden, bewirkt die Anziehungskraf t , da£ sich die Zellen 
gezielt auf die Elemente zu bewegen. Man ist daher nicht mehr 
auf den Zufall angewiesen, daS sich die eine oder die andere 
Zelle auf einem vorbestimmten Mikroelement niederlassen wiirde . 

Wie bereits erwahnt wurde, bezieht sich die vorliegende Anmeldung 
auf Mikroelemente, d.h. vorzugsweise Mikroelektroden oder 
Mikrophotodioden, ohne auf diese Anwendung eingeschrankt zu 
sein. Dies betrifft insbesondere auch die weiter unten geschil- 
derten Ausfuhrungsbeispiele, bei denen von Mikroelektroden die 
Rede ist, wobei jedoch die Ausfiihrungen zumeist auch fur 
Mikrophotodioden und ahnliche Mikroelemente gelten. 
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Zum arideren bewirkt eine fortwahrende Anziehungskraf t im Falle 
einer Mikroelektrode, da£ die Zellen mit einer gewissen Kontakt- 
kraft gegen die Mikroelektroden gedruckt werden und sich dadurch 
ein besonders guter Abdichtwiderstand zur Ref erenzelektrode 
ergibt, und die Anhaftung dariiber hinaus auch mechanisch stabil 
ist. Der elektrische Widerstand und damit das meSbare Signal 
(Aktionspotential) wird wesentlich verbessert . 

Aus einem anderen Fachgebiet, der sogenannten Patch-Clamp-Technik 
ist es zwar bekannt, Zellen an eine Pipette mit Unterdruck 
anzusaugen (vgl. US-Z "Nature", Vol. 260, S. 799-801, 1976), 
bei der Patch-Clamp-Technik mufi jedoch die Pipette gezielt an 
eine einzelne Zelle herangefiihrt werden. Bei der Patch-Clamp- 
Technik werden die zu kontaktierenden Zellen nicht bewegt, da 
sie in der Regel am Substrat anhaften. Das Kontaktieren von 
Zellen mit Patch-Clamp-Pipetten wird wesentlich erleichtert, 
wenn die Zellen durch Adhasion immobilisiert sind. Translokali- 
sation adharierender Zellen fiihrt fast immer zu letalen Zellscha- 
digungen. Der Hauptnachteil der Patch-Clamp-Technik liegt in 
der Beschrankung der Anzahl gleichzeitig kontaktierbarer Zellen, 
da aus Platzgriinden nicht beliebig viele Pipetten in die 
Kulturkammer eingefiihrt werden konnen. Die Erfindung hat 
demgegenuber den Vorteil, daS eine Vielzahl von Zellen gleich- 
zeitig kontaktiert werden kann, ohne da£ die erwahnten Platz- 
probleme auftreten. 

Die Verwendung einer Grundplatte sowie einer davon getrennten 
Deckplatte hat im Rahmen der vorliegenden Erfindung insbesondere 
Vorteile bei wiederholter Verwendung der erf indungsgemaSen 
Anordnung. So konnen z.3. die Grundplatte und die Deckplatte 
jeweils einzeln oder zusammen mehrfach wiederverwendet werden. 
Fur die beiden Platten konnen dariiber hinaus unterschiedliche 
Herstellungsverf ahren und Materialien eingesetzt werden. 
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SchlieElich ergibt sich ein Vorteil bei der Ausformung der 
Elektrodengeometrie durch die Geometrie (die Offnungen) der 
Deckplatte sowie eine dadurch vereinfachte Herstellung. 

Bei einer bevorzugten Ausgestaltung der erf indungsgemaSen 
Anordnung uben die Mittel eine Unterdruck- Kraft auf die Zellen 
aus . 

Diese MaSnahme hat den Vorteil, daS durch rein mechanische 
Mittel, namlich durch Erzeugen eines Unterdrucks bzw. Vakuums, 
die erf orderliche Anziehungskraf t erzeugt werden kann. 

Bei einem anderen Ausf uhrungsbeispiel der Erfindung iiben die 
Mittel eine hydrodynamische Kraft auf die Zellen aus. 

Diese MaSnahme hat den Vorteil, da£ durch das Erzeugen einer 
Stromung in der f liissigen biologischen Umgebung die gewunschte 
Kraft ebenfalls auf einfache Weise erzeugt werden kann. 

Bevorzugt ist ferner, wenn die Mittel Kanale umfassen, die in 
einer Kontaktoberf lache der Mikroelemente ausmiinden. 

Diese MaEnahme hat den Vorteil, daS die Zellen an die Mikro- 
elemente herangefiihrt und dort festgehalten werden konnen, wobei 
gleichzeitig praktisch eine Zentrierung der Zellen auf den 
Mikroelementen moglich ist. 

Bei diesem Ausf uhrungsbeispiel ist ferner bevorzugt, wenn die 
Kanale mit einer Unterdruckguelle verbindbar sind. 

Dann kann in der bereits erwahnten Weise die Zelle mittels einer 
Unterdruck-Kraf t an die Kontaktoberf lache herangefiihrt und dort 
festgehalten werden. 
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Bei dem alternativen Ausf iihrungsbeispiel sind die Kanale mit 
einer Pumpeinrichtung fur die fliissige Umgebung verbunden. Die 
Pumpeinrichtung ist vorzugsweise als Elektroosmose-Einrichtung 
ausgebildet . 

Diese MaSnahme hat den Vorteil, da£ der erf orderliche hydro- 
dynamische FluS durch einfache Elektroosmose erzeugt werden 
kann. Bei der Elektroosmose kann bei gleichem Kanalquerschnitt 
ein im Vergleich zu normalen Unterdruckeinrichtungen erheblich 
groSerer hydrodynamischer FluS der Suspension erzeugt werden. 
Man kann daher auf diese Weise Zellen aus der weiteren Umgebung 
der Kontaktoberf lache mit hoher Wirksamkeit anziehen. Elektro- 
osmotisches Pumpen wird umso vorteilhaf ter gegeniiber pneuma- 
tischen Pumpen, je kleiner der Kanalquerschnitt ist. 

Bei einer bevorzugten Weiterbildung dieses Ausfuhrungsbeispiels 
umfaSt die Pumpeinrichtung als Elektroosmose-Einrichtung zwei 
Elektroden, die an entgegengesetzten Enden der Kanale wirksam 
sind, wobei zwischen die Elektroden eine Spannung geschaltet 
ist . 

Diese MaSnahme hat den Vorteil, dafi die gewiinschte Elektroosmose- 
Einrichtung mit extrem einfachen Bauelementen realisiert wird. 

Ferner ist bevorzugt, wenn die Mittel eine elektrostatische 
Kraft auf die Zellen ausiiben. 

Auch diese Mafinahme hat den Vorteil, da£ mit einfachen tech- 
nischen Mitteln die gewiinschte Kraft auf die Zellen ausgeubt 
wird, urn diese zu fiihren, zu vereinzeln oder anzuziehen. 

Bei bevorzugten Ausf uhrungsbeispielen der Erf indung, die auch 
isoliert und in anderem Zusammenhang eingesetzt werden konnen, 
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sind Mittel zum Fiihren und/oder Vereinzeln der Zellen vor dem 
mechanischen Anziehen an die Mikroelemente vorgesehen. 

Diese Mafinahme hat den Vorteil, dafi einzelne Zellen gezielt 
an die Mikroelemente herangefuhrt werden konnen, so da£ sich 
beim Kontaktieren der Zellen definierte Verhaltnisse ergeben. 

Bevorzugt umfassen die Mittel trichterartige Mikrokiivet ten im 
Substrat, wobei sich die Mikroelemente am Boden der Mikrokiivetten 
bef inden. 



Diese MaEnahme hat den Vorteil, da£ die Zellen von den trichter- 
artigen Mikrokuvetten eingefangen und gezielt auf die vorzugs- 
weise ringformigen Elektroden aufgesetzt werden. Dies geschieht 
unabhangig davon, ob die Zellen angezogen werden Oder ob sie 
infolge der Schwerkraft passiv absinken. Die Zellen werden 
dadurch auch mechanisch auf den Mikroelektroden zentriert . 

Bevorzugt ist, wenn Oberf lachenbereiche zwischen den Mikro- 
kuvetten mit einem zellabweisenden Substrat beschichtet sind. 

Diese Mafinahme hat den Vorteil, daS ein passives Absinken der 
Zellen infolge Schwerkraft auf die Zwischenraume zwischen den 
Kiivetten verhindert werden kann, indem die Oberflache im Bereich 
dieser Zwischenraume mit einem repulsiven, d.h. einem zellab- 
weisenden Substrat beschichtet wird. Die Zellen senken sich 
dann bevorzugt in die Trichter, d.h. die Kiivetten, ab und haften 
dann auf den Kuvettenboden. Dies gilt insbesondere dann, wenn 
diese zusatzlich mit einem attraktiven Substrat beschichtet 
sind . 

Erf indungsgemaS besteht das Substrat vorzugsweise mindestens 
aus einer Grundplatte und einer dariiberliegenden Deckplatte . 
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Diese MaSnahme hat den Vorteil, daS die Mittel zum mechanischen 
Anziehen der Zellen als Einzelelemente , bspw . als Kanalsystem, 
als Elektroden, Mikrokuvetten usw. definiert auf der Grundplatte 
und/oder der Deckplatte vorgesehen werden konnen. 

Bevorzugt bestehen die Grundplatte und/oder die Deckplatte aus 
Quarz, Glas, Silizium oder Kunststoff , insbesondere aus Poly- 
styrol, PMMA oder Polyimid. 

Weiterhin ist bevorzugt, wenn die Grundplatte und/oder die 
Deckplatte aus einem fur Licht durchlassigen Material bestehen, 
wobei die Wellenlange des Lichtes in einem fur Mikroskopie- 
techniken zuganglichen Bereich des Spektrums liegt . 

Diese MaSnahme hat den Vorteil, da£ eine optische Beobachtung 
der Experimente iiber ein Mikroskop oder dgl . moglich ist. 

Bei Ausf iihrungsbeispielen der Erfindung mit aufeinander- 
geschichteten Platten ist bevorzugt, wenn die mit den Mikro- 
elementen versehene Grundplatte seitlich als Steckerleiste 
herausgefuhrt ist . 

Diese MaEnahme hat den Vorteil, daS ein einfacher elektrischer 
Zugriff auf die Mikroelemente von aufien her moglich ist und 
da£ die Anordnung insgesamt problemlos in iibliche standardisierte 
elektrische MeSauf bauten integriert werden kann. 

Besonders bevorzugt ist in diesem Zusammenhang ferner, wenn 
die Grundplatte mindestens aus einer unteren Signalverarbeitungs- 
Platte und einer daruberliegenden Elementen-Platte besteht . 

Diese MaSnahme hat den Vorteil, daS die sehr schwachen von den 
Zellen abgeleiteten Mefisignale auf kurzem Wege bereits verar- 
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beitet werden konnen, so da£ ein hohes Signal/Rausch-Verhaltnis 
erreicht werden kann. 

Auch in diesem Falle ist es analog vorteilhaft, wenn die 
Signalverarbeitungs-Platte seitlich als Steckerleiste heraus- 
gef uhrt ist . 

Eine gute Wirkung wird ferner dann erzielt, wenn die Mikro- 
elektroden Ableitelektroden sowie Reizelektroden und/oder 
Ref erenzelektroden umfassen. 

Eine solche Mehrf achelektrodenanordnung hat den Vorteil, daS 
sehr unterschiedliche Experimente unter reproduzierbaren 
Bedingungen durchgefiihrt werden konnen. 

Bevorzugt sind die mehreren Elektroden dabei konzentrisch 
zueinander angeordnet . 

Sofern eine Ref erenzelektrode vorgesehen ist, wird diese 
vorzugsweise im Abstand oberhalb der am Boden der Mikrokuvette 
angeordneten Ableitelektrode angeordnet. 

Bei einer bevorzugten Weiterbildung der erf indungsgemaSen 
Anordnung ist die mit der Umgebung in Kontakt befindliche 
Oberf lache der Mikroelektrode groSer als die mit der Zelle in 
Kontakt befindliche Oberf lache. 

Diese Mafinahme hat den Vorteil, dafi die sogenannte Helmholtz- 
Kapazitat vermindert wird. Fur die Helmholtz-Kapazitat ist 
namlich die Oberf lache zwischen Elektrode und Elektrolyt, d.h. 
der Umgebung, mafigeblich, nicht hingegen die Oberf lache, die 
mit der Zelle in Kontakt steht . 
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Bei einer bevorzugten Weiterbildung dieses Ausfuhrungsbeispiels 
ist die Mikroelektrode als Kammer in einem Substrat ausgebildet, 
wobei die Kammer uber eine Offnung in den das Substrat umgebenden 
AuEenraum miindet . 

Diese MaSnahme hat den Vorteil, daS in Gestalt eines Kanals 
Oder eines verschlossenen Hohlraums Elektroden grofier Oberf lache 
versenkt werden konnen, indem die entsprechende Oberf lache des 
Kanals oder Hohlraums z.B. vergoldet wird. Der Abdichtwiderstand 
gegen die Ref erenzelektrode wird dabei durch die Abdichtung 
der zellseitigen Kanal- oder Hohlraumof f nung bestimmt, die 
kleingehalten werden kann. Durch diese Anordnung konnen kleinere 
Impedanzen und damit bessere Ableiteigenschaf ten realisiert 
werden. Statt eines Hohlraumes oder eines Kanals mit vergoldeter 
Oberf lache kann z.B. auch ein Schwamm aus einem Edelmetall, 
bspw. ein Platinschwamm, verwendet werden. Diese Anordnung ist 
auch aufierhalb des Rahmens der vorliegenden Erfindung einsetzbar. 

Bei Ausfiihrungsbeispielen des erf indungsgemafien Verfahrens zum 
elektrischen Kontaktieren wird die Kraft, wie bereits erwahnt, 
vorzugsweise als Unterdruck-Kraf t oder als hydrodyamische Kraft, 
letztere vorzugsweise mittels Elektroosmose, oder als elektro- 
statische Kraft ausgeiibt . 

Auf diese Weise kann eine Kontaktkraft zwischen Zellen und 
Mikroelektrode und/oder eine Kraft fur eine gerichtete Bewegung 
der Zellen auf die Mikroelektroden zu ausgeiibt werden. 

Bei bevorzugten Varianten des Verfahrens werden die Zellen uber 
die Mikroelektroden stimuliert oder es werden liber die Mikro- 
elektroden Potentiale von den Zellen abgeleitet . Alternativ 
konnen uber die als Mikrophotodioden ausgebildeten Mikroelemente 
die Lumineszenz der Zellen und/oder deren Lichtabsorption 
gemessen werden, wie weiter oben bereits erlautert . 
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Bei dem erf indungsgemaEen Verfahren zum Herstellen einer 
Mikroelektrodenanordnung wird vorzugsweise in der Grundplatte 
ein Kanalsystem ausgebildet, in der Deckplatte werden Mikro- 
kuvetten ausgef ormt und die Grundplatte wird mit der Deckplatte 
derart zusammengefiigt , daS Offnungen am Boden der Mikrokiivetten 
in Kontaktoberf lachen der Mikroelemente angeordnet sind und 
mit dem Kanalsystem kommunizieren. 

Diese Mafinahmen haben den Vorteil, daS mit an sich bekannten 
und beherrschbaren Mikrostrukturtechniken die erf orderlichen 
Elemente fur die Mittel zum mechanischen Anziehen der Zellen 
in der Mikroelementenanordnung hergestellt werden konnen. 

Bei einem bevorzugten Ausf iihrungsbei spiel dieses Verfahrens 
sind folgende Schritte vorgesehen: 

a) Versehen von Grundplatte und/oder Deckplatte auf ihren 
einander zuweisenden Oberflachen mit einer Schicht von 
Molekiilen mit reaktiver Endgruppe; 

b) Zusammenfiigen von Grundplatte und Deckplatte; und 

c) Aktivieren einer kovalenten Bindung der Schichten mittels 
eines aufieren Stimulus. 

Diese MaSnahme hat den Vorteil, daS die Montage von Grundplatte 
und Deckplatte auf einander in praziser Weise moglich ist, wobei 
auf mechanische Verbindungselemente und dgl . verzichtet werden 
kann. 

Besonders bevorzugt ist dabei, wenn nach Schritt b) die Grund- 
platte und die Deckplatte relativ zueinander justiert werden. 
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Diese MaSnahmen machen sich mit Vorteil zunutze, daS vor dem 
Aktivieren der kovalenten Bindung noch ein Verschieben von 
Grundplatte und Deckplatte relativ zueinander moglich ist. Man 
kann daher die beiden Teile relativ zueinander in einem Maska- 
ligner oder einer ahnlichen Apparatur ausrichten. 

Erst anschlieSend wird der aufiere Stimulus ausgeiibt, bevorzugt 
als Temperatur, Licht Oder als elektrisches Feld. 

Bei einer weiteren Variante des erf indungsgemaSen Herstellver- 
fahrens werden die Grundplatte und die Deckplatte durch anodi- 
sches oder metallisches Bonden miteinander verbunden . 

Weitere Vorteile ergeben sich aus der Beschreibung und der 
beigefugten Zeichnung. 

Es versteht sich, daS die vorstehend genannten und die nachste- 
hend noch zu erlauternden Merkmale nicht nur in der jeweils 
angegebenen Kombination, sondern auch in anderen Kombinationen 
oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den Rahmen der 
vorliegenden Erfindung zu verlassen. 

Ausfiihrungsbeispiele der Erfindung sind in der beigefugten 
Zeichnung dargestellt und werden in der nachf olgenden Beschrei- 
bung naher erlautert . Es zeigen: 

Fig. 1A und IB 

eine auSerst schematisierte Querschnittsdarstellung 
eines Ausf lihrungsbeispiels einer erf indungsgetnafien 
Mikroelektrodenanordnung in zwei unterschiedlichen 
Betriebsphasen; 
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Fig. 2 eine Darstellung, ahnlich Fig. 1A und IB, jedoch fur 
eine Mikroelektrodenanordnung nach dem Stand der 
Technik; 

Fig. 3 eine weitere Darstellung, ahnlich Fig. ia und IB, 
jedoch fur ein anderes Ausf uhrungsbeispiel der 
Erf indung; 

Fig . 4 eine Drauf sicht auf ein weiteres Ausf uhrungsbeispiel 
einer erf indungsgemaSen Mikroelektrodenanordnung; 

Fig. 5 und 6 

in vergroEertem MaSstab zwei Darstellungen von 
Schnitten durch Mikrokuvetten, wie sie bei der 
Anordnung gemaS Fig. 5 verwendet werden konnen; und 

Fig. 7 in einer Querschnittsdarstellung eine weitere Aus- 
fuhrungsform einer erf indungsgemafien Mikroelektrode . 

In Fig. 1 bezeichnet 10 als Ganzes eine Mikroelementenanordnung. 
Die Anordnung besteht im wesent lichen aus einem zweischichtigen 
Substrat mit einer Grundplatte 15 und einer Deckplatte 16. Wie 
bereits erwahnt wurde, sind die nachfolgend geschilderten 
Mikroelektroden nur als Beispiele fur Mikroelemente unterschied- 
licher Art zu verstehen. Die Erf indung ist also nicht auf den 
Anwendungsbereich der Mikroelektroden beschrankt . 

In der Deckplatte 16 sind trichterartige Mikrokuvetten 20 
angebracht . Die Mikrokuvetten 20 laufen an ihrer Unterseite 
in Ringelektroden 21 aus. Die Ringelektroden 21 miinden mit ihrer 
zentralen Offnung in einen gemeinsamen Kanal 23 oder konnen 
einzeln nach aufien geftihrt werden. 
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Der Kanal 23 wird vorzugsweise mit mikrotechnischen Verfahren 
so geformt, dafi ein Graben in die Grundplatte geatzt wird. Der 
Kanal 23 bildet sich dann durch Auflegen der Deckplatte. 

Die Oberseite der Ringelektroden 21 dienen als Kontakt -Ober- 
flachen 24. Die Ringelektroden 21 konnen z.B. mittels Leiter- 
bahnen 2 5 in der Trennebene zwischen Grundplatte 15 und Deck- 
platte 16 anschlieSbar sein, aber auch andere Leiterf uhrungen 
sind moglich, wie mit 25a angedeutet . 

Oberhalb der Anordnung 10 befindet sich eine mit 30 angedeutet 
fliissige biologische Umgebung oder Suspension oder Puf f erlosung, 
in der sich biologische Zellen 31 befinden. Auch hier ist der 
Fall einer biologischen Umgebung als Elektrolyt nur beispielhaf t 
zu verstehen. Moglich ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
auch die Verwendung einer Suspension mit kunstlichen Vesikeln 
aus Lipiden, wobei in die Vesikelhiille Poren als Mode 11 system 
fur biologische Zellen eingebaut sind. Die Suspension stellt 
dann keine fliissige biologische sondern vielmehr eine fliissige 
artifizielle Umgebung dar . 

Wie aus Fig. 1A erkennbar, befinden sich die Zellen 31 ungeordnet 
in der Umgebung 30. 

Wenn nun, wie mit einem Pfeil 33 angedeutet, ein Unterdruck 
an den gemeinsamen Kanal 23 angelegt wird, werden Zellen 31 
in Richtung auf die Ringelektroden 21 zu angesaugt . 

Aus Fig. IB ist erkennbar, da£ eine Zelle 31 infolge des 
wirksamen Unterdrucks auf der Ringelektrode 21 aufsitzt und 
dort festgehalten wird, wie mit einem Pfeil 34 angedeutet. 
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Die Mikrokuvetten 20 bewirken dabei, da£ die Zellen 31 auf den 
Ringelektroden 21 bzw. den Kontakt -Oberf lachen 24 zentriert 
werden. Auf diese Weise ist die Kontaktf lache zwischen den Zellen 
und den Mikroelektroden besonders groE . 

Im Gegensatz dazu ist in Fig. 2 eine herkommliche Anordnung 
dargestellt. Auf einem Substrat 40 sitzen vereinzelte Elektroden 
41. Mehr Oder weniger zufallig setzen sich nun Zellen 42 auf 
den Elektroden 41 ab . Eine Zelle 42a in Fig. 2 sitzt bspw. nur 
auf dem Substrat 40 und hat keinerlei Kontakt mit einer Elektrode 
41. Zellen 42b und 42c sitzen bspw. unter teilweiser Uberlappung 
auf Elektroden 41 , wobei das Uberlappungsverhaltnis ebenfalls 
zufallig ist . 

In Fig. 3 ist ein weiteres Ausf uhrungsbeispiel der Erfindung 
dargestellt . 

Eine Mikroelektrodenanordnung 50 umfaSt wiederum eine Grundplatte 
51 und eine Deckplatte 52. In der Deckplatte 52 sind wiederum 
Mikrokiivetten 60 ausgef ormt , an deren Boden sich Ringelektroden 

61 mit Kontaktoberf lachen 64 befinden. 

Die Grundplatte 51 umfaSt ein Kanalsystem mit Stichkanalen 62, 
die zentral in den Ringelektroden 61 ausmunden. Die Stichkanale 

62 sind wiederum an einen gemeinsamen Kanal 63 angeschlossen. 
Der gemeinsame Kanal 63 kann auch hier (vgl . Fig. l) als Graben 
ohne Stichkanale ausgebildet sein. 

Insoweit entspricht das Ausf uhrungsbeispiel gemaS Fig. 3 dem 
gemaS Fig. 1A und IB. 

In Abweichung dazu ist der gemeinsame Kanal 63 an ein Reservoir 
65 angeschlossen. Oberhalb der Deckplatte 52 befindet sich eine 



.98228 19A1_I_> 



WO 98/22819 



PCT/EP97/06285 



17 

erste Elektrode 66. Im Reservoir 65 befindet sich eine zweite 
Elektrode 67. Zwischen die Elektroden 66, 67 ist eine Spannung 
geschaltet, die mit 11 + " und 11 -" angedeutet ist. 

Wenn die Spannung zwischen die Elektroden 66 und 67 gelegt wird, 
entsteht ein elektrisches Feld E tangential zu den Wanden des 
Kanals 63, wie mit "E" in Fig. 3 eingezeichnet . Dies wiederum 
fuhrt in dem Elektrolyt-gefullten Kanal 63 zu einetn Elektrolyt- 
transport und damit zu einer hydrodynamischen Stromung. Die 
oberhalb der Deckplatte 52 befindliche Suspension, die in Fig. 
3 mit 70 angedeutet ist, stromt dann auf die Mikrokiivetten 60 
zu. Auf diese Weise wird auf Zellen 71 in der Suspension 70 
eine Kraft ausgeiibt, wie mit einem Pfeil 72 angedeutet. 

Die Zellen 71 setzen sich dann zentriert auf den Ringelektroden 
61 ab, wie dies bereits in Fig. IB fur das dort beschriebene 
Ausfuhrungsbeispiel dargestellt wurde . 

Fig. 4 zeigt in der Draufsicht ein weiteres Ausfuhrungsbeispiel 
einer Mikroelektrodenanordnung 80. Diese besteht aus einer 
Plattenanordnung 81, aus der seitlich eine Steckerleiste 82 
mit Kontaktzungen 83 vorsteht . 

In der Plattenanordnung 81 sind von oben Kiivetten eingelassen, 
bspw. 8 x 12 = 96 Kiivetten, wobei diese Anzahl auch wesentlich 
groSer oder kleiner sein kann. 

In einer der Kiivetten 84 sind eine Ableitelektrode 85, eine 
Reizelektrode 86 sowie eine Ref erenzelektrode 87 angedeutet. 
Die Elektroden 85, 86, 87 sind vorzugsweise konzentrisch 
zueinander angeordnet . 
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Die Plattenanordnung 80 ist im Aufbau mehrschichtig, wie bereits 
weiter oben erlautert wurde. Die Fig. 5 und 6 zeigen im Schnitt 
zwei Varianten des Schichtenauf baus . 

Bei der Variante gemaS Fig. 5 sind eine Grundplatte 90 sowie 
eine Deckplatte 91 vorgesehen. In der Grundplatte 90 befinden 
sich mindestens die Ableitelektroden 85, wahrend in der Kuvette 
84a eine Ref erenzelektrode 87a im Abstand oberhalb der Ableit- 
elektrode 85a angeordnet ist. 

Die Ableitelektroden 85a sind mit einer Leitung 93 verbunden, 
die Ref erenzelektroden 87a mit einer Leitung 92 . Es versteht 
sich, daS die Leitungsf uhrung hier und auch bei den anderen 
Figuren nur auSerst schematisch zu verstehen ist. Die Leitungen 
konnen als Einf achleitungen, Mehrf achleitungen Oder als im 
Multiplexbetrieb verwendete Leitungen ausgebildet sein. 

In Fig. 5 ist ferner mit einem Pfeil ein elektrisches Feld E 
angedeutet, das ebenfalls verwendet werden kann, urn eine 
elektrostatische Kraft auf Zellen auszmiben, die sich dann an 
den schragen Flachen der Kuvette 84a nach unten fiihren lassen 
und schlie£lich auf die Ableitelektroden 85a sinken. Im allge- 
meinen wird aber die Wirkung der Schwerkraft ausreichen. 

Bei der Variante gema£ Fig. 6 wird eine mindestens dreischichtige 
Anordnung verwendet. Auf einer Signalverarbeitungs -Platte 95 
befindet sich eine Elektroden-Platte 96. Oberhalb dieser ist - 
ggf . uber eine Dichtung 98 - eine Deckplatte 97 angeordnet. 

In der Signalverarbeitungs-Platte 95 befinden sich Verstarker 
100, ggf. inklusive Impedanz-Wandlern, Filtern, Signal- 
analysatoren oder Anpassung-Bauelementen, wobei die Verstarker 
100 liber Leitungen 101 mit der Umgebung verbunden sind. 
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In der Elektroden-Platte 96 befinden sich mindestens Ableit- 
elektroden 85b, 85b' , die - wie dargestellt - f lach oder 
stabformig oder dgl . ausgebildet sein konnen . 

In der Deckplatte 97 befinden sich schliefilich die bereits 
mehrfach erwahnten Kuvetten 84b. Selbstverstandlich konnen auch 
hier Ref erenzelektroden an verschiedenen Orten vorgesehen sein. 

Bei den Ausf iihrungsbeispielen besteht die Elektrodenanordnung 
10 bzw. 50 bzw. 80, wie erwalint, jeweils aus einer Grundplatte 
15/ 51; 90; 95, 96 sowie einer Deckplatte 16; 52; 91; 97. 

Die Platten konnen mit geeigneten Strukturen (Leiterbahnen, 
Elektroden usw.) versehen und danach zusammengebondet werden. 
Dies kann entweder durch konventionelles metallisches Bonden 
unter Ausnutzung der Leiterbahnen (vgl. 25 in Fig. 1A) oder 
mit Hilfe von dunnen organischen Schichten geschehen. 

Im letztgenannten Fall werden z.B. photochemisch oder thermisch 
aktivierbare Gruppen verwendet (Beispiele in: US-Z "Int. J. 
Peptide Protein Res., Vol. 47, S. 419-426, 1996), die eine 
lichtinduzierte Kopplung beider Platten ermoglichen. Zum 
Herstellen der Anordnungen 10; 50 werden die Platten auf ihren 
einander zuweisenden Oberflachen mit jeweils einer ultradiinnen 
Schicht, die kovalent an die jeweilige Oberflache gekoppelt 
ist, von bspw. 10 nm Dicke aus Molekulen mit reaktiven Endgruppen 
versehen. Diese Schichten gestatten eine kovalente Verbindung 
zwischen Grundplatte und Deckplatte durch einen au£eren Stimulus, 
z.B. Temperatur, Licht oder ein elektrisches Feld. Vor dem 
Ausiiben des Stimulus konnen die Platten noch relativ zueinander 
verschoben und damit ausgerichtet werden, z.B. in einem Maska- 
ligner, wie er auch in der Photolithographie verwendet wird. 
Es sind aber auch andere Verfahren denkbar. 
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Die Platten konnen aus einem Polymer mit Hilfe einer Stempel- 
technik geformt sein. Sie konnen auch durch ubliche Mikro- 
strukturtechniken hergestellt werden. 

Die am Boden der Mikrokiivetten 20 bzw. 60 vorgesehenen Ring- 
elektroden 21 bzw. 61 bestehen bevorzugt aus TiN, Iridium, 
Iridiumoxid, Platin, Platinmohr oder Gold. Sie konnen mit einer 
diinnen Schicht chemisch funktionalisiert sein, so da£ vorzugs- 
weise eine spezifische Wechselwirkung mit den anzuhaf tenden 
Zellen induziert wird. 

Besonders bevorzugt ist, wenn die Mikroelektroden als ionensen- 
sitive Elektroden ausgefuhrt sind. 

Wenn die Elektroden mit einer speziellen Oberf lachenbeschichtung 
versehen werden, fuhrt dies in spezifischer Weise zu einer 
elektrisch abdichtenden Wechselwirkung mit der Zellmembran. 
Hier sind bspw., aber nicht beschrankt auf solche, lipidahnliche 
Molekule, Zelladhasionsproteine oder -peptide, Glycoproteine 
Oder -peptide und hydrophobe Beschichtungen zu nennen . 

In Fig. 7 ist schlieSlich noch ein weiteres Aus fixhrungsbei spiel 
einer erf indungsgemaBen Mikroelektrodenanordnung 103 dargestellt. 
In einem Substrat 104 befindet sich eine Kammer 105 von z.B. 
kegelstumpfformiger Gestalt . Die Kammer 105 ist an ihren Wanden 
mit einer leitenden Beschichtung 106 versehen, insbesondere 
vergoldet. Die Kammer 105 kann, wie dargestellt, nach unten 
abgeschlossen und mit einem AnschluS versehen sein. Sie kann 
aber alternativ auch an die Stelle eines der Kanale treten, 
wie sie weiter oben geschildert wurden (bspw. Kanal 62 in Fig. 
3) . 
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Eine Zelle 107 liegt oben auf der Offnung 108 der Kammer 105 
auf . Da die Kammer 105 vor dem Aufliegen der Zelle 107 nach 
oben offen war, ist die bei der Anordnung 103 verwendete Umgebung 
109, d.h. der jeweils verwendete Elektrolyt, in die Kammer 105 
eingedrungen . 

Dies hat zur Folge, daS die Zelle 107 auf der Anordnung 103 
nur uber eine Kontaktf lache auf liegt, die der ringformigen 
Oberflache der Beschichtung 106 im Bereich der Offnung 108 
entspricht. Die Elektrodenanordnung 103 steht demgegenuber mit 
dem Elektrolyten 109 iiber die gesamte Oberflache der Beschichtung 
106 in Verbindung, so daS diese Oberflache wesentlich groSer 
ist . 

Es versteht sich dabei, dafi die Anordnung gema£ Fig. 7 ebenfalls 
nur beispielhaft zu verstehen ist. Statt der dort dargestellten 
Anordnung kann ebenso gut ein Schwamm aus einem Edelmetall 
verwendet werden, bspw. ein Platinschwamm. 

Beispiel 1: 

In einer Platte wurden 9 6 Mikrokuvetten mit schragen Wanden 
angebracht . Im Boden der Mikrokuvetten wurden Elektroden 
eingegossen. Die Elektroden bestanden aus Golddraht, aufgerauht 
durch Atzen, mit 20 ^m Durchmesser und 10 /an Uberstand. Der 
Uberstand auf der Unterseite betrug 200 /xm. Eine Signalverar- 
beitungs- Platte unterhalb der mit den Kiivetten versehenen 
Deckplatte war mit SMD- Impedanzwandlern sowie Verstarkern 
versehen. Ref erenzelektroden mit einer Impedanz von 1 kQ waren 
alle auf einen Punkt kontaktiert . Es wurden Nervenzellen aus 
embryonalem Huhnchen-Gehirn enzymatisch dissoziiert und in die 
Kiivetten pipettiert. Die Zellen sanken auf die Elektroden ab 
und bildeten dort Aggregate mit vernetzten Zellstrukturen . Die 
Signalamplitude lag bei 2 00 fiV . 
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Beispiel 2: 

Eine Deckplatte wurde mit 192 Mikrokuvetten mit konischen Wanden 
versehen. Die Bodenoffnung betrug 100 /xm im Durchmesser . Die 
Wande der Kiivetten waren silikonisiert . Am Boden der Kiivetten 
befanden sich Elektrodenplatten mit Flachenelektroden von 1 mm 
Durchmesser. Diese waren auf einer Keramikplatte dickschicht- 
technisch hergestellt. Die Oberflache der Elektroden war 
galvanisch platiniert. Durch Verbindung der Deckplatte mit der 
Elektroden-Platte wurden die effektiven Elektrodenf lachen auf 
100 fim reduziert, d.h. von 10 kQ auf 1 MQ . Nach dem Einbringen 
von Huhnchenzellen, der Bildung von Aggregaten und dem Absinken 
der Zellen auf die Elektroden ( vollstandige Bedeckung) wurde 
ein ausreichendes Signal/Rausch-Verhaltnis bis zu einer Signal- 
spannung von 4 mV erzielt. 

Beispiel 3 : 

In einer Deckplatte wurden 200 Mikrokuvetten mit Of fnungen am 
Boden von jeweils 50 ^m Durchmesser ausgebildet. Eine Elektroden- 
Platte wurde mit Leiterbahnen von 10 /im Breite im Abstand von 
50 fjm versehen. Die Leiterbahnen waren nicht isoliert. Sie wurden 
hergestellt, indem Gold galvanisch aus einer Goldchlorid-Losung 
bis zu einer Elektrodenimpedanz von 100 kQ abgeschieden wurde. 
Die Orientierung der Leiterbahnen verlief senkrecht zu den Achsen 
der Mikrokuvetten. Die Deckplatte wurde auf die Elektroden-Platte 
geklemmt. Eine Zwischengummierung war zum Abdichten vorgesehen. 
Es entstanden 3 bis 4 Elektroden von 10 x 50 /zm, die die 
Ableitsicherheit erhohten. Die Messungen wurden jeweils differen- 
ziell gegen eine fur jede Kammer von oben eingefiihrte Referenz- 
elektrode durchgefuhrt . Es wurden Neuroblastoma-Zellen aus 
Anzuchtkulturen passagiert . Zusatzlich wurde ein elektrisches 
Feld angelegt, urn eine Wande rungsbewegung der Zellen auf die 
Elektroden zu zu bewirken. 
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Beispiel 4: 

Die Mikrokiivetten waren mit einem Loch von 0,5 mm Durchmesser 
versehen. Die schragen Wande der MikroJciivetten waren silikoni- 
siert . Zwischen den Platten wurde eine Gummierung zur Abdichtung 
eingesetzt. Eine Elektroden- Platte wurde zur Ausbildung von 
Flachenelektroden mit 2 mm Durchmesser galvanisch mit Goldmohr 
iiberzogen (10 kQ) . 

Insgesamt erscheinen Anordnungen mit 2 bis zu mehreren 1.000 
MikroJciivetten moglich. Die MikroJciivetten haben dabei ein Volumen 
zwischen 1 /xl und 100 ml. Die Elektrodenf lache kann einen 
Durchmesser zwischen 1 ^m und 1 mm haben. 

Insgesamt wird durch die Erfindung ermoglicht, einzelne Zellen 
Oder Zellaggregate aktiv an bestimmte Zellen eines Multiableit- 
elektrodenarrays und/oder eines Multikiivettenarrays zu positio- 
nieren. Potentielle Anwendungen der Erfindung liegen im Bereich 
der Pharmakologie, des Pharmascreenings , der Neurobiologie und 
der Biosensorik. 
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Patentanspriiche 

Mikroelementennanordnung mit einer Vielzahl von auf einem 
Substrat (15, 16; 40; 51, 52; 90, 91; 95, 96, 97; 104) 
angeordneten elektrischen Mikroelementen zum Kontaktieren 
von in einer fliissigen Umgebung (30; 70; 109) befindlichen 
Zellen (31; 42; 71) , gekennzeichnet durch Mittel zum Fiihren 
und/oder Vereinzeln und/oder mechanischen Anziehen der 
Zellen (31; 71) an die Mikroelemente (21; 61; 85, 86, 87). 

Anordnung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , da£ 
die Mikroelemente (21; 41; 61; 85, 86, 87; 103) zum Ableiten 
von bioelektrischen Potentialen und/oder zum bioelektrischen 
Stimulieren der Zellen (31; 42; 71; 107) vorgesehen sind. 

Anordnung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS 
die Mikroelemente als lichtempf indliche Elemente ausgebildet 
sind . 

Anordnung nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 
3 , dadurch gekennzeichnet, da£ die Mittel eine Unterdruck- 
Kraft auf die Zellen (31) ausuben. 

Anordnung nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 
3, dadurch gekennzeichnet, daS die Mittel eine hydro- 
dynamische Kraft auf die Zellen (71) ausiiben. 

Anordnung nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, 
daS die Mittel Kanale (22; 62) umfassen, die in einer 
Kontaktoberf lache (24; 64) der Mikroelektroden (21; 61) 
ausmiinden . 
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7. Anordnung nach Anspruch 4 und 6, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Kanale (22) mit einer Unterdruckquelle verbindbar 
sind. 

8. Anordnung nach Anspruch 5 und 6, dadurch gekennzeichnet , 
da£ die Kanale (62) mit. einer Pumpeinrichtung (65, 66, 
67) fur die flussige biologische Umgebung (70) verbunden 
sind . 

9 . Anordnung nach Anspruch 8, daurch gekennzeichnet, da£ die 
Pumpeinrichtung als Elektroosmose-Einrichtung ausgebildet 
ist . 

10. Anordnung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da£ 
die Pumpeinrichtung (65, 66, 67) als Elektroosmose-Ein- 
richtung zwei Elektroden (66, 67) umfaSt, die an entgegen- 
gesetzten Enden der Kanale (62) wirksam sind, und da£ 
zwischen die Elektroden (66, 67) eine Spannung geschaltet 
ist . 

11. Anordnung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daS 
die Mittel eine elektrostatische Kraft (E) auf die Zellen 
ausiiben . 

12. Anordnung, insbesondere nach einem oder mehreren der An- 
spruche 1 bis 11, gekennzeichnet durch Mittel zum Fuhren 
und/oder Vereinzeln der Zellen (31; 71) vor dem mechanischen 
Anziehen an die Mikroelemente . 

13 . Anordnung nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 
12, dadurch gekennzeichnet , daS die Mittel trichterartige 
Mikrokuvetten (20; 60; 84) im Substrat (15, 16; 51, 52; 
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90, 91; 95, 96, 97) umfassen, wobei sich die Mikroelemente 
am Boden der Mikrokiivetten (20; 60; 84) befinden. 

14. Anordnung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daS 
Oberf lachenbereiche zwischen den Mikrokiivetten mit einem 
zellabweisenden Substrat und/oder die Mikrokiivetten mit 
einem zellanziehenden Substrat beschichtet sind. 

15 . Anordnung nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 
14, dadurch gekennzeichnet, daS das Substrat (15, 16; 51, 
52; 90, 91; 95, 96, 97) mindestens aus einer Grundplatte 
(15; 51; 90; 95, 96) und einer dariiberliegenden Deckplatte 
(16; 52,- 91; 97) besteht . 

16. Anordnung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, da£ 
die Grundplatte (15; 51; 90; 95, 96) aus Glas, Quarz, 
Silizium oder Kunststoff besteht. 

17 . Anordnung nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, 

da£ die Deckplatte (16; 52; 91; 97) aus Glas, Quarz, 
Silizium oder Kunststoff, insbesondere aus Polystyrol, 
PMMA oder Polyimid besteht . 

18 . Anordnung nach einem oder mehreren der Anspriiche 15 bis 

17, dadurch gekennzeichnet , daS die Grundplatte (15; 51; 
90; 95, 96) und/oder die Deckplatte (16; 52; 91; 97) aus 
einem fur Licht durchlassigen Material besteht, wobei die 
Wellenlange des Lichtes in einem fur Mikroskopietechniken 
zuganglichen Bereich des Spektrums liegt . 
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19 . Anordnung nach einem oder mehreren der Anspruche 15 bis 
18, dadurch gekennzeichnet, daS die mit den Mikroelementen 
versehene Grundplatte (90) seitlich als Steckerleiste (82) 
herausgef uhrt ist . 

20. Anordnung nach einem oder mehreren der Anspruche 15 bis 
18, dadurch gekennzeichnet , daS die Grundplatte (95) 
mindestens einer unteren Signalverarbeitungs -Platte (95) 
und einer dariiberliegenden Elementen- Platte (96) besteht. 

21. Anordnung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daS 
die Signalverarbeitungs- Platte (95) seitlich als Stecker- 
leiste (82) herausgef iihrt ist. 

22. Anordnung nach einem oder mehreren der Anspruche 2 bis 
21, dadurch gekennzeichnet, dafi die Mikroelektroden (85, 
86, 87) Ableitelektroden (85) sowie Reizelektroden (86) 
und/oder Ref erenzelektroden (87) umfassen. 

23. Anordnung nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Mikroelektroden (85, 86, 87) mehrere konzentrisch 
angeordnete Einzelelektroden umfassen. 

24 . Anordnung nach Anspruch 13 und 22 , dadurch gekennzeichnet , 
da£ die Ref erenzelektrode (87a) im Abstand oberhalb der 
am Boden der Mikrokuvette (84a) angeordneten Ableitelektrode 
(85a) angeordnet ist. 

25. Anordnung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daS 
die mit der Umgebung (109) in Kontakt befindliche Oberflache 
der Mikroelektrode (103) groEer ist als die mit der Zelle 
(10 7) in Kontakt befindliche Oberflache. 
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26. Anordnung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet , da£ 
die Mikroelektrode (103) als Kammer (105) in einem Substrat 
(104) ausgebildet ist, wobei die Kammer (105) uber eine 
Offnung (108) in den das Substrat (104) umgebenden AuSenraum 
miindet . 

27 . Verf ahren zum Kontaktieren von in einer f liissigen Umgebung 
oberhalb eines Substrates (15, 16; 40; 51, 52; 90, 91; 
95, 96, 97) befindlichen Zellen (31; 42; 71) , bei dem ein 
Kontakt zwischen den Zellen (31; 42; 71) und elektrischen 
Mikroelementen hergestellt wird, dadurch gekennzeichnet, 
da£ eine Fiihrungs- und/oder Anziehungskraf t zwischen den 
Zellen (31; 71) und den Mikroelementen bzw. dem Substrat 
(15, 16; 51, 52; 90, 91; 95, 96, 97) erzeugt wird. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daS 
die Kraft als Unterdruck-Kraf t ausgeiibt wird. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daS 
die Kraft als hydrodynamische Kraft ausgeiibt wird. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, da£ 
die hydrodynamische Kraft mittels Elektroosmose, insbe- 
sondere durch einen mittels Elektroosmose erzeugten 
Elektrolytf lu£, ausgeiibt wird. 

31. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daS 
die Kraft als Anziehungskraf t aufgrund elektrischer Ladung 
der Zellen und eines in Richtung der Elektroden (85a) 
wirkenden elektrischen Feldes (E) ausgeiibt wird. 
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32. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 27 bis 

31, dadurch gekennzeichnet , daS die Anziehungskraf t als 
Kontaktkraf t , insbesondere durch Ansaugen, zwischen Zellen 
(31; 71) und Mikroelementen ausgeiibt wird. 

33. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 27 bis 

32, dadurch gekennzeichnet, da£ die Kraft fur eine gerich- 
tete Bewegung der Zellen (31; 71) auf die Mikroelemente 
zu ausgeubt wird. 

34. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 27 bis 

33, dadurch gekennzeichnet, daS die Zellen (31; 71) iiber 
die als Mikroelektroden (21; 61; 86) ausgebildeten Mikro- 
elemente stimuliert werden. 

35. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 27 bis 
33, dadurch gekennzeichnet, da£ iiber die als Mikroelektroden 
(21; 61; 85) ausgebildeten Mikroelemente Potentiale von 
den Zellen (31; 71) abgeleitet werden. 

36. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 27 bis 
33, dadurch gekennzeichnet, daS iiber die als Mikro- 
photodioden ausgebildeten Mikroelemente die Lumineszenz 
der Zellen und/oder deren Lichtabsorption gemessen wird. 

37. Verfahren zum Herstellen einer Mikroelementenanordnung 
mit einer Vielzahl von elektrischen Mikroelementen, bei 
dem die Mikroelemente auf einem Substrat (15, 16; 40; 51, 
52; 90, 91; 95, 96, 97) angeordnet werden, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi das Substrat (15, 16; 51, 52; 90, 91; 95, 
96, 97) mindestens aus einer Grundplatte (15; 51; 90; 95, 

96) und einer dariiberliegenden Deckplatte (16; 52.; 91; 

97) hergestellt wird. 
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38. Verfahren nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet , daS 
in der Grundplatte (15; 51) ein Kanalsystem (23; 62, 63) 
ausgebildet wird, da£ in der Deckplatte (16; 52) Mikro- 
kuvetten (20; 60) ausgeformt werden, und daJS die Grundplatte 
(15; 51) mit der Deckplatte (16; 52) derart zusammengef ugt 
wird, da£ Offnung (22) am Boden der Mikrokiivetten (20; 
60) in Kontaktoberflachen (24; 64) der Mikroelemente 
angeordnet sind und mit dem Kanalsystem (23; 62, 63) 
kommunizieren . 

39. Verfahren nach Anspruch 3 6 oder 37, gekennzeichnet durch 
die Schritte: 

a) Versehen von Grundplatte (15; 51; 90; 95, 96) und/oder 
Deckplatte (16; 52; 91; 97) auf ihren einander zu 
weisenden Oberf lachen mit einer Schicht von Molekiilen 
mit reaktiver Endgruppe; 

b) Zusammenfiigen von Grundplatte (15; 51; 90; 95, 96) 
und Deckplatte (16; 52; 91; 97); und 

c) Aktivieren einer kovalenten Bindung der Schichten 
mittels eines auSeren Stimulus. 

40. Verfahren nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daS 
nach Schritt b) die Grundplatte (15; 51; 90; 95, 96) und 
die Deckplatte (16; 52; 91; 97) relativ zueinander justiert 
werden . 

41. Verfahren nach Anspruch 39 oder 40, dadurch gekennzeichnet, 
dalS der auSere Stimulus als Temperatur, Licht oder elek- 
trisches Feld ausgeiibt wird. 
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42. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet , da£ 
die Grundplatte (15; 51; 90; 95, 96) und die Deckplatte 
(16; 52; 91; 97) durch anodisches Oder metallisches Bonden 
miteinander verbunden werden . 
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